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RÉSUMÉ 
PRODUCTION DE SOUCHES CELLULAIRES DÉRIVÉES DE L'ÉPITHÉLIUM 
INTESTINAL HUMAIN 
Nathalie Perreault 
Département d'anatomie et de biologie cellulaire, Faculté de 
médecine, Université de Sherbrooke 
L'étude des mécanismes de contrôle de la différenciation 
cellulaire de l'épithélium intestinal a été ralentie 
considérablement par l'absence de modèle adéquat pour la 
culture de cellules humaines normales. Dans la présente étude, 
nous avons analysé différentes conditions pour l'obtention de 
cellules viables d'intestin grêle foetal humain et pour leur 
croissance en culture. Pour l'obtention des cellules 
épithéliales, nous avons comparé l'effet de différents enzymes 
de dissociation (collagénase, dispase, thermolysine ainsi que 
certaines combinaisons: pronase/ collagénase et 
dispase/collagénase) ainsi que diverses techniques de 
dissociation mécanique. Nous avons observé que la thermolysine 
permettait d'obtenir des cultures de cellules épithéliales 
exemptes de fibroblastes. La thermolysine semble interagir 
avec certains éléments de la lame basale entrainant une 
dissociation uniquement de l'épithélium, par plaque de 
quinze à vingt cellules. Après une période d'adaptation 
d'environ une semaine, lors de laquelle les ilots de cellules 
déjà différenciées disparaissent, des colonies de cellules 
épithélioides se développent et la confluence est atteinte au 
cours des deux semaines suivantes. 
Huit souches (HIEC-6 à 13) ont fait l'objet d'études plus 
approfondies. Nous avons trouvé que la prolifération des 
cellules HIEC est optimale en présence de milieu DMEM 
contenant 5% de sérum de veau foetal, 5 ng/ml d'EGF et 0,2 
UI/ml d'insuline. Cultivées dans ces conditions, les cellules 
HIEC ont pu être maintenues au-delà de vingt passages. 
L'origine épithéliale des cellules est suggéré par la 
détection de cytokératines 8, 18, 21 ainsi que la présence de 
composantes des jonctions cellulaires caractéristiques des 
cellules épithéliales. De plus, nous avons observé la présence 
de l'antigène détecté par le MIM 1/39 qui est retrouvé 
uniquement au ni veau des cellules crypta les. Ces marqueurs ont 
été observés autant en immunof luorescence indirecte qu'en 
transfert Western. Finalement, l'aspect fonctionnel des 
cellules est suggéré par la présence d'enzymes de la bordure 
en brosse tels que la lactase et l' aminopeptidase N. Des 
études pour évaluer la capacité des cellules HIEC à se 
différencier sont présentement en cours. 
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I. INTRODUCTION 
1- Le modèle intestinal 
1.1 Axe crypte-villosité 
Les cellules qui composent l'épithélium de l'intestin 
grêle représentent un système très dynamique en perpétuel 
renouvellement. Ce processus implique la di vision des cellules 
souches localisées au fond de la crypte, la migration des 
cellules filles le long de la crypte et de la villosité et 
finalement la desquamation des cellules sénescentes dans la 
lumière intestinale (HERMOS et al., 1971; ALMANN et LEBLOND, 
1982; POTTEN et LOEFFLER, 1991; PAUL et al., 1993) . Ceci 
permet de maintenir un équilibre entre les cellules hautement 
prolifératives et les cellules pleinement différenciées qui 
sont éliminées, gardant ainsi la masse épithéliale constante 
(PODOLSKY, 1992). Les cellules de la crypte sont beaucoup plus 
prolifératives que différenciées, tandis que les cellules qui 
composent la villosité sont pleinement différenciées et 
possèdent des fonctions de digestion et d'absorption 
spécialisées (BARNARD et al., 1989). Le renouvellement entier 
de la population des cellules de l'axe crypte-villosité de 
l'intestin grêle se fait en un à trois jours chez le rat et 
trois à cinq jours chez l'homme. Ceci représente un des 
renouvellements cellulaires les plus rapides des tissus de 
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l'organisme (CHENG et LEBLOND, 1974). 
1.2 Les cellules épithéliales le long de l'axe 
Les cellules épithéliales intestinales ne possèdent pas 
le même stade de différenciation et le même état de 
prolifération dépendamment de leur position au ni veau de l'axe 
crypte-villosité. Ainsi les cellules du tiers inférieur de la 
crypte sont indifférenciées et leur potentiel prolifératif est 
très grand. Les cellules dans le tiers supérieur de la crypte 
deviennent déterminées, c'est-à-dire elles acquièrent un 
phénotype particulier de différenciation. Ces cellules sont 
polarisées et leur potentiel prolif ératif est beaucoup plus 
faible que les cellules du tiers inférieur de la crypte (CHENG 
et LEBLOND, 1974; PAUL et al., 1993) . Les cellules de la 
villosité, composées en majorité de cellules absorbantes, sont 
pleinement différenciées et possèdent des marqueurs 
biochimiques et fonctionnels spécifiques (HERBST et SUNSHINE, 
1969; GRAND et al., 1976). Le potentiel prolifératif de ces 
cellules est pratiquement nul puisqu'elles ont entamé leur 
processus d'apoptose (CHENG et LEBLOND, 1974; PAUL et al., 
1993) . 
2- Culture de cellules épithéliales intestinales 
2.1 Importance des cultures de cellules épithéliales 
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Un très grand nombre de facteurs de croissance (MALO et 
MÉNARD, 1982) et d'éléments de la matrice extracellulaire 
(HAHN et al., 1990) contrôlent la prolifération, la migration 
et la différenciation des cellules de l'intestin . Comprendre 
ces mécanismes normaux permettraient peut-être de mieux 
comprendre ceux qui sont responsables des aberrations 
(JOHNSON, 1987; PODOLSKY, 1992). La complexité de la muqueuse 
intestinale, avec toutes les possibilités d'interaction entre 
les différents types cellulaires, représente un obstacle 
majeur à l'étude d'un type cellulaire particulier. 
Pour permettre l'étude éventuelle de la réponse 
cellulaire épithéliale aux hormones et facteurs de croissance, 
ainsi que des effets des composantes de la matrice 
extracellulaire sur la prolifération, la différenciation de 
même que l'étude d'activités physiologiques importantes de ces 
cellules, le modèle idéal serait une culture de cellules 
épithéliales pures. Les cellules, de préférence, devraient 
garder in vitro les caractéristiques de différenciation et les 
mécanismes de régulation qu'elles possèdent in vivo. 
2.2 Cultures chez les rongeurs 
Quelques souches cellulaires ont été développées avec 
succès à partir de l'épithélium intestinal de rongeurs tels 
que le rat, la souris et la lapin (QUARONI et MAY, 1980; 
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NÉGREL et al., 1983; BLAY et BROWN, 1984; EVANS et al., 1992; 
WHITEHEAD et al., 1993). La souche IEC-6 (QUARONI et MAY 1980) 
est la plus connue et utilisée. Ces cellules non transformées 
sont viables pendant plusieurs passages. Par contre, elles 
possèdent des caractéristiques immatures et expriment très peu 
de marqueurs associés à la différenciation entérocytaire, même 
lorsque stimulées avec les glucocorticoides (QUARONI et MAY, 
1980) ou le TGFB (KUROKAWA et al., 1987). Il a déjà été 
démontré que lors de l'utilisation de matrigel comme matrice 
de culture, une différenciation appréciable des cellules IEC-6 
a été observées (CARROLL et al., 1989), mais cette expérience 
n'a jamais été reproduite. Ces lignées cellulaires ont été 
très utiles dans l'étude de la régulation de la prolifération 
cellulaire. Par contre jusqu'à maintenant, ces lignées se sont 
avérées un modèle assez limité dans l'étude de la 
différenciation épithéliale intestinale (KÉDINGER et al. , 
1987; NEUTRA et LOUVARD, 1989). 
2.3 Absence de cultures humaines: pourquoi? 
Pour l'homme, il n'existe aucune culture de cellules 
d'épi théli-um normale d'intestin disponible. Les souches ou 
lignées actuellement utilisées ont été dérivées de tumeurs de 
colon (NEUTRA et LOUVARD, 1989; ZWEIBAUM et al., 1991). Les 
cellules normales sont influencées par leur environnement 
extracellulaire et péri-cellulaire, mais par définition, les 
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cellules cancéreuses ne répondent pas de façon normale à leur 
environnement (EVANS et al., 1994). Les données obtenues 
doivent être interprétées en tenant compte de l'origine de ces 
cellules. Les cultures normales sont donc importantes pour 
pallier à un manque de progrès dans l'étude et la 
compréhension de la régulation de la croissance, la 
différenciation et les mécanismes de carcinogenèses dans 
l'intestin. Aucune technique utilisée jusqu'à maintenant n'a 
permis d'obtenir de façon reproductible des souches 
épithéliales humaines contrairement aux rongeurs (QUARONI et 
MAY, 1980; EVANS et al., 1992). Ceci peut être expliqué en 
partie par le nombre déterminé de générations cellulaires. Les 
cultures cellulaires d'origine humaine possèdent environ vingt 
à vingt-cinq générations (HAYFLICK et MOORHEAD, 1961) 
comparativement à un nombre beaucoup plus élevé chez les 
cellules de rat en culture. De plus, il semble que les 
cellules épithéliales intestinales sont beaucoup plus 
sensibles aux dommages causés à leur intégrité cellulaire lors 
de leur isolement comparativement à d'autres types de cellules 
épithéliales. Ainsi, les techniques les plus efficaces seront 
rapides et douces (EVANS et al., 1994). Un dernier point qui 
doit-être considéré est la piètre prolifération des cellules 
épithéliales intestinales in vitro (KÉDINGER et al., 1987). 
Ceci est probablement dO. au fait que la majorité de la 
population cellulaire intestinale est composée des cellules 
villositaires. Ces cellules ne prolifèrent plus et ont même 
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entamé leur processus d'apoptose. 
2.4 Facteurs influençant la prolifération in vitro 
Pour la population proliférative des deux tiers 
inférieurs de la crypte, plusieurs facteurs peuvent influencer 
leur prolifération in vitro. C'est le cas de l'âge des tissus. 
Il a été démontré qu'il existait une efficacité dépendant de 
l'âge dans l'obtention de cultures de cellules épithéliales 
intestinales (KONDO et al., 1985). Les tissus plus jeunes sont 
beaucoup plus efficaces dans la production de cultures. Ceci 
explique la rareté des cultures provenant des tissus adultes. 
La pureté de la culture est aussi importante pour la 
prolifération des cellules intestinales. On retrouve souvent 
dans les cultures de cellules épithéliales la présence de 
cellules fibroblastiques. Les fibroblastes, qui possèdent une 
croissance beaucoup plus rapide, interfèrent dans 
l'homogénéité de la culture ainsi que dans l'utilisation des 
nutriments au détriment des cellules épithéliales. 
Un autre élément important est ie choix du bon milieu de 
culture ainsi que des suppléments et facteurs de croissance 
que l'on peut y ajouter. Des conditions de culture pauvres 
peuvent nuire à la prolifération puisque les cellules 
épithéliales sont affectées par les déficiences en nutriments. 
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De plus, le milieu et les suppléments doivent être très purs 
puisque les cultures épithéliales sont très sensibles aux 
toxines (EVANS et al., 1992). L'ajout de facteur tel que le 
sérum peut stimuler ou inhiber la prolifération dépendamment 
de la concentration (NÉGREL et al., 1983). Même phénomène avec 
les facteurs de croissance où ceux-ci sont maintenant 
considérés comme des additifs essentiels au milieu de culture. 
A eux seuls, ils peuvent permettent la survie, la 
prolifération et même la différenciation cellulaire (NATHAN et 
SPORN, 1991). 
Plusieurs facteurs de croissance n'agissent pas de façon 
sélective sur un type cellulaire particulier (FLINT et al., 
1993). Pour les cellules épithéliales de l'intestin, les 
facteurs paracrines qui originent des cellules fibroblastiques 
sous-jacentes sont spécifiques à ce type cellulaire (HAFFEN et 
al., 1987). Même chose pour les constituants de la matrice 
extracellulaire qui lient plusieurs facteurs de croissance 
permettant de maintenir un environnement optimal pour les 
cellules épithéliales intestinales (NATHAN et SPORN, 1991). De 
plus, il est connu que certains constituants de la matrice 
extracellulaire ont un effet direct sur la prolifération via 
les récepteurs de surface cellulaire que sont les intégrines 
(AKIYAMA et al., 1990; BEAULIEU, 1992). 
3- Thermolysine 
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3.1 structure et utilité 
La thermolysine (EC 3. 4. 24. 4) est une métaloendopeptidase 
thermostable isolée de Bacillus thermoproteoli ticus. Son poids 
moléculaire est de 34,6 kDa et elle nécessite la présence de 
calcium pour être active (HEINRIKSON, 1977; ROCHE et 
VOORDOUW, 1978; MATTHEWS, 1988; TRONRUD, 1992). La protéine 
est constituée de deux lobes séparés par une fente profonde au 
centre de la molécule. Les deux lobes sont liés par un ion de 
zinc qui est nécessaire à l'activité catalytique de l'enzyme 
(LATT et al., 1969; ROCHE et VOORDOUW, 1978). La thermolysine 
hydrolyse les liens peptidiques impliquant un groupe amino 
chez les acides aminés hydrophobes (KESYER et MATTHEWS, 1977) . 
La thermolysine grâce à sa propriété thermostable a 
longtemps été utilisée comme enzyme dans les réactions 
nécessitant une chaleur élevée. Des études biologiques ont 
permis de démontrer l'efficacité de la thermolysine dans la 
dissociation de cellules épithéliales de trachées et de 
poumons (FRAZIER et al., 1975; GOLDMAN et BASEMAN, 1980). Plus 
récemment, la thermolysine a été utilisée pour séparer 
l'épiderme du derme dans le but d'effectuer des cultures de 
kératinocytes (WALZER et al., 1989). Suite à ce traitement, il 
a été observé que l'épiderme se séparait de façon très nette 
du derme. Selon ces résultats, la thermolysine agirait au 
niveau des constituants de la lame basale (probablement la 
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laminine) qui interagissent avec les hémidesmosomes. Cette 
technique de dissociation a été récemment améliorée par le 
groupe de recherche d'organogénèse expérimentale et du réseau 
des grands brûlés de Québec (GERMAIN et al. , 1993) • Leur 
méthode fait intervenir la trypsine en plus de la 
thermolysine. L'ajout de trypsine permet aux cellules de la 
couche basale d'être aussi dissociées. Suite à ce traitement, 
les kératinocytes atteignent la confluence deux jours avant la 
méthode conventionnelle. 
4- Objectifs du projet de maitrise 
Il ne fait donc aucun doute que l'absence de souches 
cellulaires normales dérivées de l'épithélium intestinal 
humain représente un obstacle majeur à la compréhension des 
mécanismes de régulations de la prolifération, de la migration 
et de la différenciation importants aux cellules épithéliales 
intestinales. 
En conséquence, les objectifs du projet de maitrise 
étaient les suivants: 
1- Mettre au point une technique permettant d'obtenir de façon 
reproductible des souches cellulaires dérivées de 
l'épithélium intestinal humain qui seraient viables à long 
terme et exempte de fibroblastes. 
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2- Vérifier l'origine épithéliale des cellules isolées, en 
étudiant l'expression de marqueurs caractéristiques de ce 
type cellulaire. 
3- Étudier l'expression de marqueurs tels que les enzymes de 
la bordure en brosse qui sont associés à l'aspect 
fonctionnel des cellules. 
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II. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1- Spécimens 
1.1 Tissus foetaux humains 
Les intestins grêles de région proximale ou distale ont 
été obtenus de foetus humains âgés de quatorze à vingt 
semaines de gestation. Les avortements légaux ont été 
effectués par la méthode de succion et de curetage. L'âge des 
foetus a été déterminé en se basant sur le dossier médical ou 
l'échographie. L'utilisation du matériel humain a été 
approuvée par le comité d'éthique du centre hospitalier 
universitaire de Sherbrooke. 
1.2 Cellules Caco-2/15 
La lignée cellulaire Caco-2/15 nous a été donnée par le 
Dr. A. Quaroni {Cornell University, Ithaca, N.Y.). Ce clone 
est dérivé de la lignée parentale Caco-2 {HTB 37; American 
Type Culture Collection, Rockville, MD, U.S.A.) et a été 
caractérisé précédemment (BEAULIEU et QU/'..RONI, 1991;-VACHON et 
BEAULIEU, 1992; VACHON et al. , 1993) . Les cellules étaient 
cultivées dans des pétris de plastique de lOOmm {Falcon, 
Becton-Dickenson Labware, Mississauga, ont.) à 37°c dans une 
atmosphère 95% air et 5% C02 dans du milieu Eagle modifié de 
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Dulbeco (DMEM), contenant 10% de sérum de veau foetal INC 
CELLect Gold (INC Biomedicals, Costa Mesa, CA, U.S.A.), SOU/ml 
de pénicilline, SOU/ml de streptomycine, 20mM d'Hepes et 4mM 
de glutamine (tous provenant de GIBCO/BRL, Burlington, Ont.). 
Les milieux étaient changés toutes les quarante-huit heures en 
ajoutant lOml de milieu frais. Les cellules étaient passées 
lorsqu'elles atteignaient 80% de confluence. Dans toute les 
expériences, les cellules utilisées étaient à S jours de post-
conf luence. 
1.3 Cellules d'origine mésenchymateuse 
Ces cellules ont été isolées du mésenchyme d'un intestin 
foetal humain de 18 semaines (VACHON et al., 1993) . Des 
explants de jéjunum ont été digérés partiellement à l'aide de 
trypsine (O,S% trypsine-O,S4 mM EDTA dans du PBS sans ca2+ et 
Mg2+) deux fois dix minutes à 23 °c. Les fragments ont été 
récupérés et mis en culture dans des pétris de plastiques de 
100mm (Falcon, Becton-Dickenson Labware, Mississauga, Ont.) à 
37 °c dans une atmosphère 9S% air et S% C02 dans du milieu 
DMEM, contenant 10% de sérum de veau foetal (FBS), SOU/ml de 
pénicill~ne, SOU/ml de streptomycine, 20mM d'Hepes et 4mM de 
glutamine (tous provenant de GIBCO/BRL, Burlington, Ont.). Les 
milieux étaient changés toutes les quarante-huit heures en 
ajoutant 10ml de milieu frais. Les cellules étaient passées 
lorsqu'elles atteignaient 80% de confluence. Les cellules 
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utilisées, dans toutes les expériences, étaient à 7 jours de 
post-confluence. 
2- Méthodes d'isolement de cellules épithéliales intestinales 
2.1 Méthode mécanique 
2.1.1 Grattage 
Des intestins grêles de région proximale et/ou distale de 
foetus âgés de 14 à 20 semaines ont été ouverts de façon 
longitudinale, lavés dans une solution tamponnée aux ions 
phosphate (PBS). La muqueuse a été récupérée à l'aide d'un 
scalpel et mise en culture une heure trente dans du DMEM 
additionné de 5% de FBS afin de permettre aux fibroblastes 
d'adhérer. Les cellules et villosités non adhérées étaient 
récupérées et mises en culture dans une atmosphère 95% air et 
5% C02 dans du DMEM contenant 5% de FBS, 5ng/ml de facteur de 
croissance épidermique humain (hEGF) (Boehringer Mannheim), 
0.2 UI/ml d'insuline humaine (Connaught Novo Laboratories, 
Willowdale, Ont., Canada), 50U/ml de pénicilline, 50U/ml de 
~streptomyc~ne, 20mM d'Hepes et 4mM de glutamine. Après vingt-
quatre heures, le milieu était retiré afin d'enlever les 
débris cellulaires et les villosités non-adhérés. Les milieux 
étaient changés trois fois par semaine en ajoutant lOml de 
milieu frais. 
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2.2 Méthode mécanique et enzymatique 
2.2.1 Grattage et collagénase 
Des intestins grêles de région proximale et/ou distale de 
foetus âgés de 14 à 20 semaines ont été lavés dans du PBS et 
sectionnés en boudins de 1 à 2 mm. Ces morceaux d'intestin ont 
été récupérés et mis en culture dans des pétris de plastique 
de lOOmm (Falcon, Becton-Dickenson Labware, Mississauga, Ont.) 
dans du DMEM contenant 10% de FBS, O. 2 UI/ml d'insuline 
humaine (Connaught Novo Laboratories), 50U/ml de pénicilline, 
SOU/ml de streptomycine, 20mM d'Hepes et 4mM de glutamine 
vingt-quatre heures à 37°c dans un atmosphère 95% air et 5% 
C02 • Ensuite, le milieu de culture et les débris cellulaires 
ont été retirés délicatement et les fragments ont été 
resuspendus dans le même milieu contenant lOOµg/ml collagénase 
type I (Sigma Chemical Co) vingt-quatre heures à 37°c. Après 
ce traitement, du nouveau milieu de culture contenant une 
concentration plus faible de collagénase type I (20µg/ml) a 
été ajouté et incubé pendant sept jours. Les milieux suite à 
ce traitement ont été changés toutes les quarante-huit heures 
en ajoutant lOml de milieu frais. Après trois à quatre 
semaines, les colonies de types épithélioïdes ont été 
récupérées à l'aide de cylindres de clonage et de 
trypsine/EDTA. Les cellules ainsi récupérées ont été mises en 
culture. 
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2.3 Méthodes enzymatiques 
2.3.1 Collagénase/pronase, collagénase/dispase, dispase et 
thermolysine 
Des intestins grêles de région proximale et/ou distale de 
foetus âgés de 14 à 2 O semaines ont été récupérés. Tout 
d'abord, le muscle a été retiré à l'aide de pince et les 
intestins ont été ouverts de façon longitudinale, lavés dans 
une solution tamponnée aux ions phosphates (PBS) et 
sectionnés en pièces de 5x5 mm. Ces morceaux d'intestins ont 
été traités avec différentes enzymes dissociateurs tel que: 
pronase E (protéase type XIV) 0.1% et collagénase type I 0.03% 
(Sigma Chemical Co, St-Louis, MO, U.S.A.) dans du PBS pH 7,4, 
dispase II (lx) 0.01% (Boehringer Mannheim, Laval, PQ, Canada) 
et collagénase type I 0.03% (Sigma Chemical Co) dans du PBS pH 
7,4, dispase II (lx) 0,01% (Boehringer Mannheim) dans du PBS 
pH 7,4, thermolysine (protéase type X) 0.005% (Sigma Chemical 
Co) dans du tampon HEPES (6,7mM KCl, 142mM NaCl, lOmM HEPES, 
lmM CaC12 , 0,45mM NaOH) pH 7,4. Différents temps d'incubations 
ont été testés pour tous les traitements. Ces temps variaient 
de 90 minutes à toute la nuit. L'incubation avec les enzymes 
se faisait à 37°c dans une atmosphère 95% air et 5% C02 • Le 
surnageant était ensuite récupéré et centrifugé à 100 g 7 
minutes. Le culot était resuspendu et mis en culture une 
heure trente dans du DMEM contenant 5% de FBS afin de 
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permettre aux fibroblastes d'adhérer. Les cellules non 
adhérées étaient récupérées et mises en culture (Fig. 1). 
3- Culture des cellules HIEC 
Les cellules ainsi isolées étaient cultivées dans des 
pétris de plastique de lOOmm (Falcon, Becton-Dickenson 
Labware, Mississauga, Ont.) à 37 °c dans une atmosphère 9S% air 
et S% C02 dans du DMEM contenant S% de FBS, Sng/ml de facteur 
de croissance épidermique humain (hEGF) (Boehringer Mannheim) , 
0.2 UI/ml d'insuline humaine (Connaught Novo Laboratories), 
SOU/ml de pénicilline, SOU/ml de streptomycine, 20mM d'Hepes 
et 4mM de glutamine. Les milieux étaient changés trois fois 
par semaine en ajoutant lOml de milieu frais. Les cellules 
étaient passées un dans deux lorsqu'elles étaient conf luentes. 
Les cellules utilisées dans les expériences étaient à 
différents temps de confluence dépendamment des besoins. 
4- Études morphologiques 
4.1 Microscopie à contraste de phase 
Les cellules HIEC ont été observées à l'aide d'un 
microscope à contraste de phase Wild Leitz (Heerbrygg, suisse) 
équipé pour la photographie optique. L'aspect général des 
cellules a été le principal point d'étude. Les photographies 
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ont été prises sur films de type TMAX 100 ASA (Kodak). 
4.2 Microscopie électronique à transmission 
La préparation des échantillons a été basée sur la 
méthode décrite par BOYDE et al. (1972) mais adaptée {VACHON 
et BEAULIEU, 1992) de façon à tenir compte des différents 
paramètres.pouvant influencer la qualité de la fixation, tels 
qu'énumérés et commentés par VISSCHER et ARGENTIER! (1987). 
Tout d'abord, une pré-fixation in situ de trente minutes 
à la température de la pièce a été effectuée en remplaçant la 
moitié du milieu de culture par un volume égal d'une solution 
pré-incubée à 37°c de 2,8% glutaraldéhyde tamponnée avec du 
cacodylate de sodium O,lM pH 7,2. Cette étape avait pour but 
d'améliorer l'intégrité des structures de surface de même 
qu'intracellulaires (BOYDE et al., 1972; SHAY et WALKER, 1980; 
VISSCHER et ARGENTIER!, 1987). Les cellules ont ensuite été 
fixées à la glutaraldéhyde 2,8% tamponnée avec du cacodylate 
de sodium O,lM pH 7,2, pendant 45 minutes à la température de 
la pièce, puis elles ont été lavées trois fois cinq minutes 
avec du cacodylate de sodium O,lM. Les cellules ont été post-
fixées à la température de la pièce pendant 75 minutes dans 
une solution de tétroxyde d'osmium 2% dans du tampon 
cacodylate de sodium O,lM. Puis elles ont été lavées trois 
fois cinq minutes avec du cacodylate de sodium o, lM. Les 
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cellules ont été soumises à une déshydratation séquentielle à 
l'aide de concentration croissante d'éthanol à raison de: cinq 
minutes avec 40%, cinq minutes avec 70%, cinq minutes avec 
90%, trois fois cinq minutes avec 100%. Ensuite, les cellules 
ont été imprégnées d'Epon (LX-112, Ladd Research Industries, 
Burlington, VT, U.S.A.) pendant trois heures à la température 
de la pièce. Cette première imprégnation a été faite sous 
pression atmosphérique contrôlée (25 mbars), afin d'éliminer 
l'alcool des cellules en évitant la ré-oxygénation de l'Epon. 
L'Epon a été enlevé et une deuxième imprégnation a été 
effectuée dans les mêmes conditions. Après cette seconde 
imprégnation le pétri contenant les cellules a été incubé 
pendant quarante-huit heures à 60°c pour permettre la 
polymérisation du milieu d'inclusion. Les pétris ont été 
immergés dans l'azote liquide et cassé pour obtenir des 
fragments de la monocouche de cellules enrobées. Les fragments 
d'environ 10mm2 ont été déposés dans des moules (J.B.E.M. 
Services, Dorval, PQ, canada) pour être à leur tour enrobés 
d'Epon. 
Des coupes de 800 Â ont été faites à l'aide d'un couteau 
de diamant (Diatome, Bienne, Suisse) monté sur un 
ultramicrotome OmU3 (C. Reichert, Autriche). Les coupes ont 
été récupérées sur des grilles de cuivre de 200 mesh (Ladd 
Research Industries, Burlington, VT, U.S.A.) et colorées à 
l'acétate d'uranyle 1,0%-chlorure de sodium 0,89% dans de 
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l'eau bidistillée (WATSON, 1958) et ensuite au citrate de 
plomb 2,66% dans du NaOH lN dans de l'eau bidistillée 16:84 
(REYNOLDS, 1963). Les coupes ont été observées à 60kV avec un 
microscope électronique à transmission EM 300 (Philips 
Electronics, Scarborough, 
micrographie. 
Ontario) équipé pour la 
Avant d'effectuer les coupes ultra-fines pour la 
microscopie électronique, les échantillons ont d'abord été 
observés en microscopie optique. Des coupes d'un µm 
d'épaisseur ont été obtenues à l'aide d'un couteau de verre 
(LKB, Stockolm- Bromma I, Suède) monté sur ultramicrotome 
Reichert OmU3. Les coupes ont été déposées sur des lames de 
verre (Fisher Scientific, Nepean, Ont., Canada) et colorées au 
bleu de méthylène 1%; borax 1%: azur II 1% (1:1:1). Par la 
suite, les coupes ont été montées sous lamelles avec l'Eukitt 
(MDS, Pointe-Claire, Québec). L'examen a été effectué à 
l'aide d'un microscope Photomicroscope II (Zeiss, Oherkochen, 
RFA) . 
5- Caractérisation des cellules HIEC par immunof luorescence 
indirecte 
5.1 Préparation des spécimens 
5.1.1 Cellules HIEC 
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L'imrnunofluorescence indirecte a été effectuée in situ 
sur les cellules HIEC. Les cellules étaient préalablement 
cultivées dans des pétris de lOOmrn (Falcon, Becton-Dickenson) 
jusqu'à confluence. Les cellules étaient alors récupérées à 
l'aide d'un traitement de cinq minutes à la trypsine {0,5ml). 
Les cellules étaient resuspendues dans 2, 5ml de milieu de 
culture. Les cellules adhérées étaient récupérées à l'aide 
d'un grattoir (Nunc Inter-Med, Rockilde, Danemark). Par la 
suite, un volume de 100 ou 200µ1 a été prélevé et déposé dans 
chaque puits d'une chambre de culture (Lab-Tek) (Nunc Inter-
Med). Le volume des puits était complété à 400µ1 avec du 
milieu de culture. Les cellules ont été cultivées à 37°c dans 
une atmosphère de 95% air et 5% C02 pendant une période de 
temps variant de vingt-quatre heures à 15 jours dépendamrnent 
du temps de post-confluence désiré. 
5.1.2 Tissus humains foetaux 
Les intestins grêles foetaux ont été conservés intacts ou 
ouverts longitudinalement, puis ont été séparés en sections 
proximales et distales. Les segments d'environ lem de long 
étaient lavés dans du PBS, asséchés, inclus dans de l 'OCT 
{Optimum Cutting Temperature) {Tissue Tek, Miles Laboratories, 
Elkhart, IN, U.S.A.) puis rapidement congelés dans l'azote 
liquide. Les blocs ont été conservés à -80°c {BEAULIEU et al., 
1990; BEAULIEU et al., 1991). 
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5.2 Coupes de tissus 
Les tissus utilisés étaient tous des jéjunums âgés de 18 
à 20 semaines. De ces tissus, nous avons effectué des coupes 
de 2µm d'épaisseur à l'aide d'un cryostat de type Jung 
Frigocut 2800N (Leica Instrument, Nussloch, Allemagne). Les 
coupes ont été déposées sur des lames de verre préalablement 
silanisées et placées à 37°c une heure. Les coupes étaient 
conservées à -80°c. 
5.3 Procédure d'immunofluorescence indirecte 
Les coupes qui étaient conservées à -80°c ont été 
équilibrées une heure à la température de la pièce. Pour les 
cellules, le milieu de culture de chaque puits a été aspiré et 
les cellules ont été lavées deux fois cinq minutes avec du PBS 
lx à la température de la pièce. Les spécimens étaient fixés 
pendant dix minutes à -20°c avec de l'éthanol froid. Pour 
détecter les antigènes cytoplasmiques ou nucléaires chez les 
cellules HIEC, nous avons effectué une perméabilisation de dix 
minutes des membranes cellulaires à l'aide du triton 0,1% dans 
- --du PBS. Les spécimens ont -ensuite été lavés trois fois cinq _ 
minutes avec du PBS lx à la température de la pièce. Puis, une 
incubation d'une heure à 4°c dans une solution de PBS lx 
contenant lOOrnM de glycine. Ensuite, trois lavages de dix 
minutes au PBS lx (BEAULIEU et al., 1991; BEAULIEU, 1992; 
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VACHON et al., 1993; BEAULIEU et al., 1993). 
Les sites antigéniques ont été bloqués pendant une heure 
avec une solution de 10% de lait en poudre écrémé dans du PBS 
lx (Blotto 10%) préalablement centrifugée. Seule exception, 
lors de l'utilisation de l'anticorps MIM 1/39, l'agent 
bloquant était une solution de 2% d'albumine de sérum bovin 
{Sigma Chemical Co). Puis, deux lavages de cinq minutes avec 
du PBS lx ont été effectués. Il est à noter que l'étape de 
blocage ainsi que les étapes avec les anticorps primaires et 
secondaires ont été effectués dans une chambre à humidité à 
température de la pièce. 
Pour la réaction d'inununofluorescence, les différents 
anticorps primaires (énumérés dans le tableau 1) dilués dans 
leur agent bloquant ont été déposés sur les spécimens à raison 
de 50 µl pour les lames et 100 µl pour les puits des Lab-Tek, 
et incubés une heure. Pour chaque expérience, nous avons fait 
un contrôle négatif en utilisant du sérum de souris {Sigma 
Chemical Co) à la place de l'anticorps primaire pour s'assurer 
de l'absence de réactions croisées. De nouveau, trois lavages 
de dix minutes au PBS lx ont été effectués. Ensuite, 
l'anticorps secondaire qui était un anticorps de chèvre anti-
inununoglobuline de souris (de lapin pour MIM 1/39) conjugué à 
la fluorescéine (Boehringer Mannheim), a été ajouté de la même 
façon que pour l'anticorps primaire. L'incubation a été faite 
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une heure à température de la pièce à l'abri de la lumière. 
Après trois lavages de dix minutes et une coloration à l'Évan 
bleu 0,01% dans du PBS lx de 30 secondes, les lames ont été 
montées avec un mélange de glycérol-PBS 9:1 contenant 10 µg/ml 
de paraphénylènediamine. Les observations ont été effectuées 
sur un microscope à fluorescence de type Reichert Polyvar 2 
(Leica Instrument). Les photographies ont été prises sur films 
de type Tri-X Pan 400 ASA (Kodak). 
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Tableau 1. Liste des anticorps primaires utilisés pour 
l' immunofluorescence indirecte et pour la détection 
des antigènes dans le transfert Western. 
NOM TYPE ANTIGENE DILUTION SOURCE MÉT-
HODE 
Kératine Mab/S kératine 8 1/50 IF Boehringer IF 
8 1/100 tW Mannheim (MOLL tW 
et al. 1982) 
CK-5 Mab/S kératine 18 1/50 Sigma (TOELLE IF 
et al. 1985) 
CY-90 Mab/S kératine 18 1/1000 Sigma (LEVY et tW 
al. 1988) 
K-4.62 Mab/S kératine 19 1/20 Sigma (GIGI- IF 
LEITNER et al. 1986) 
CY-19 Mab/S kératine 19 1/50 Sigma (KARSTEN et tW 
al. 1985) 
K-21 Mab/S kératine 21 1/100 IF A. Quaroni (QUARONI IF 
1/200 tW et al. 1991) tw 
ZK-31 Mab/S desmosomes 1/100 Sigma (LANG et IF 
al. 1986) 
172-5 #5 Mab/S protéines 1/1 Dr. J-F. IF 
de la zo Beaulieu tW 
DECMA-1 Mab/R L-CAM 1/50 Sigma (VESTWEBER IF 
et KEMLER 1985) 
MIM Pab/L GP 300 1/250 IF R. Cal vert (BEAULIEU IF 
1/39 1/5000 tw et al. 1992) tW 
Caca Mab/S crypt cell 1/100 A. Quaroni IF 
3/61 antigen (CCA) (QUARONI 1986) 
KI-67 Mab/S antigène 1/15 Serotec (GERDES et IF 
nucléaire de al. 1983) 
prolifération 
Caca Mab/S sucrase- 1/5 A. Quaroni IF 
3/73 isomaltase (BEAULIEU et al. 
(HSI 14) 1989) 
mLAC-1 Mab/S lactase 1/100 D. Swallow (MAIURI IF 
et al. 1991) 
HBB Mab/S aminopep- 1/100 A. Quaroni (LE IF 
5/23 tidase N. BIVIC et al. 1990) 
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DAO Mab/S dipeptidyl- 1/100 A. Quaroni (DANIELE IF 
7/219 peptidase IV et al. 1991) 
hu- Pab/M facteur 1/50 Serotec IF 
facteur VIII 
VIII 
Légende: Mab/S ~ Anticorps monoclonal de souris 
Mab/R ~ Anticorps monoclonal de rat 
Pab/L ~ Anticorps polyclonal de lapin 
Pab/M ~ Anticorps polyclonal de mouton 
IF ~ Immunofluorescence 
tW ~ Transfert Western 
zo ~ Zonnula occludens 
N.B. Tous les anticorps provenaient de liquide ascitique à l'exception de 
172-5 #5 et Caco 3/73 qui provenaient de surnageant ainsi que MIM 1/39 
et Facteur VIII qui provenaient de sérum. 
6- Caractérisation des cellules HIEC par transfert Western 
6.1 Préparation des échantillons 
6.1.1 Préparation des cellules HIEC, HIM, Caco 2/15 
Les cellules ont été cultivées dans des pétris de lOOmm, 
le milieu a été aspiré puis les cellules ont été rincées trois 
fois avec du PBS lx. Nous avons ajouté lml de tampon de 
solubilisation lx (tampon tris HCl 0,125M pH 6,8; 0,23% de 
SDS; 10% de glycérol; 0,001% BPB; 5% de B-mercaptoéthanol) au 
pétri et les cellules ont été grattées. Afin de libérer les 
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protéines, les cellules ont été soniquées avec un sonicateur 
de type Ultrasonic Processor XL (Mandel Scientif ic Company 
Ltd., Guelph, Ont., Canada) à intensité 2 pendant dix 
secondes. Les échantillons ont été chauffés pendant cinq 
minutes à 100°c dans un chauffe-moule (Lab-Line Instruments, 
Melrose Park, IL, U.S.A.) avec agitation régulière à l'aide 
d'un vortex, puis centrifugés à 13 ooo rpm cinq minutes dans 
une microfugeuse de type Biofuge A (Baxter, Canlab, Pointe-
Clair, PQ, Canada). Les surnageants ont été récupérés et 
conservés à -80°c. 
6.1.2 Tissu foetal humain 
Les jéjunums de 18 semaines ont été ouvert 
longitudinalement afin d'exposer l'épithélium et lavé dans du 
PBS lx. La muqueuse a été récupérée par grattage à l'aide d'un 
scalpel. La muqueuse a été mise dans du tdmpon de 
solubilisation 2x (tampon tris-HCl 0,125M pH 6,8; SOS 0,46%; 
glycérol 20%; BPB 0.002%; B-mercaptoéthanol 5%) (BEAULIEU et 
al. 1993) puis homogénéisée par un polytron (Brinkmann 
Instruments, Rexdal, Ont., Canada). La muqueuse est soniquée 
avec un sonicateur de type Ultrasonic Processor XL (Mandel 
Scientific Company Ltd.) à intensité 2 pendant dix secondes. 
Les échantillons ont été chauffés pendant cinq minutes à 100°c 
dans un chauffe-moule (Lab-Line Instruments) avec agitation 
régulière à l'aide d'un vortex, puis centrifugés à 13 ooo rpm 
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cinq minutes dans une microfugeuse de type Biofuge A (Baxter, 
canlab). Les surnageants ont été récupérés et conservés à -
6.2 Séparation des protéines sur gel de polyacrylamide 
dénaturant 
Les gels utilisés étaient de type Laemmli (LAEMMLI, 1970) 
mais l'acrylamide du gel de séparation était du type Thomas et 
Kornberg (THOMAS et KORNBERG, 1975) (rapport acrylamide: bis-
acrylamide 30:0,15) 
Tableau 2. Composition des gels d'acrylamide utilisés 
Produits Gel d'entassement Gel de séparation 
(4% d'acrylamide) (8%) (12%) 
Acrylamide 30:0,15 26,8% 40% 
Acrylamide 30:0,8 13% 
Tampon tris 1,5M 25% 25% 
pH 8,8 
Tampon tris lM 12,5% 
pH 6,8 
Eau bidistillée 73,7% 46,8% 35% 
SDS 10% 1% 1% 1% 
Persulfate d'ammonium 0.5% 0,25% 0,25% 
Temed 0,05% 0,05% 0,05% 
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0,3% dans de l'eau bidistillée 
Avant d'être déposés, les échantillons ont été chauffés 
à 100°c dans un chauffe-moule (Lab-Line Instruments) avec 
agitation à l'aide d'un vortex. Les échantillons ont été 
déposés sur le gel, puis séparés par électrophorèse pendant 
environ cinq heures (une heure à 70V dans le gel 
d'entassement puis quatre heures à 17 OV dans le gel de 
séparation). Des marqueurs colorés (myosine 205 kD, B-
galactosidase de E. coli 116,5 kD, albumine de sérum bovin 80 
kD, ovalbumine 49,5 kD) ou non-colorés (myosine 200 kD, B-
galactosidase de E. coli 116 kD, phosphorylase b de muscle de 
lapin 97 kD, albumine de sérum bovin 66,2 kD, ovalbumine 45 
kD) de haut poids moléculaire (BioRad, Richmond, CA, U.S.A) 
étaient utilisés pour faciliter l'identification des 
protéines. 
6.3 Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose 
Le gel a été récupéré et équilibré pendant trente minutes 
dans du tampon de transfert à 4°c (glycine 1,4%, tris 0,3%, 
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dans de l'eau bidistillée). Le gel, la membrane de 
nitrocellulose (Gibco/BRL) et le papier watman ont été montés 
en sandwich et les protéines du gel ont été transférées (avec 
le système BioRad) sur la membrane à lOOV quarante-cinq 
minutes pour les gels de 12% et une heure trente pour les gels 
de 8%. Après le transfert, les membranes récupérées ont été 
lavées deux fois cinq minutes dans de l'eau bidistillée. Les 
protéines ont été localisées par une coloration au Ponceau 
Rouge (TOWBIN et al., 1979) afin de permettre de tailler les 
membranes. Les membranes ont été décolorées par deux lavages 
de dix minutes dans du PBS lx. 
Après les deux lavages au PBS lx, afin de permettre la 
détection éventuelle de l'antigène reconnu par l'anticorps 
172-5 #5 (tight-jonction), nous avons effectué une 
dénaturation à la guanidine hydrochloride (Sigma Chemical Co. ) 
dans du TNE-50 (20mM Tris-HCl pH 7,5; 50mM NaCl; lmM EDTA; lmM 
dithiothreitol) (BRASIER et al., 1992) pendant trente minutes 
après les deux lavages au PBS lx. Deux lavages au PBS-Tween 
0.2% ont suivi la dénaturation. 
6.4 Détection des antigènes 
Les membranes de nitrocellulose ont d'abord été bloquées 
avec une solution de Blotto 10%, ou de Blotto 10%-Tween 20 
0,05% (pour la détection de l'antigène du MIM 1/39), pendant 
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deux heures à 3 7 ° c. Après le blocage, les membranes ont 
été incubées toute la nuit avec agitation à la température de 
la pièce avec leurs anticorps primaires (énumérés dans le 
tableau 1) dilués dans leur agent bloqueur. Cette incubation 
était suivie de cinquante minutes de lavage au PBS lx avec ou 
sans 10%-Tween 20, puis d'un second blocage d'une heure à la 
température de la pièce avec agitation constante. Ensuite, les 
membranes ont été incubées avec l'anticorps secondaire de 
chèvre anti-immunoglobuline de souris (de lapin pour le MIM 
1/39) conjugué à la phosphatase alcaline (BioRad) pendant une 
heure avec agitation. suivirent cinquante minutes de lavage 
dans du PBS lx avec ou sans 10%-Tween 20. Un dernier lavage a 
été effectué avec la tampon pour la phosphatase alcaline 
(tampon ALP) (Tris 1,21%; NaCl 0,58%; MgC12 1,02%; pH 9,5 dans 
de l'eau bidistillée) (BEAULIEU et al., 1989; BEAULIEU et al., 
1993; VACHON et al, 1993; BEAULIEU et VACHON, 1994). 
La détection des sites marqués par les anticorps a été 
effectuée par l'incubation des membranes avec le réactif de la 
phosphatase alcaline (BioRad) dilué dans du tampon ALP. La 




1- Étude de l'efficacité de diverses méthodes d'isolement de 
cellules épithéliales intestinales humaines 
1.1 Méthode mécanique 
Suite au grattage mécanique, on observe après quarante-
huit heures une majorité de colonies de cellules épithéliales. 
Ces colonies deviennent sénescentes et dégénèrent dans les 
deux à sept jours suivant la mise en culture (résultats 
résumés dans le tableau 4). 
1.2 Méthode mécanique et enzymatique 
on observe avec cette technique après quarante-huit 
heures de culture principalement des colonies de cellules 
épithéliales. Une dégénérescence d'une partie des cellules 
épithéliales est observée dans les jours suivants. Par contre, 
à l'aide de cette méthode, on observe une croissance limitée 
des cellules mésenchymateuses. Après huit semaines de culture, 
on note la présence de quelques colonies épithélioïdes. Suite 





TABLEAU 4. Comparaison de diverses méthodes d'isolement pour 
la production de culture de cellules épithéliales 
intestinales humaines (HIEC) 1 
MÉTHODE TEMPS AGE (n) RÉSULTATS 
Grattage 16-20 (9) (0-48 h) principalement colonies de cellules épithéliales 
mécanique 12-7 j) sénescence des cellules épithéliales 
(2s) les cellules épithéliales sont toutes décollées 
Grattage c2 16-20 (6) (0-48 hl principalement colonies de cellules épithéliales 
mécanique/ (2-7 j) sénescence des cellules épithéliales et croissance limité des 
cellule mésenchymateuses 
Collagénase (2-8s) présence de quelques cellules épithéliales et 
mésenchymateuses 
(8s +) apparition de quelques colonies épithélioides, repiquage de 
ces cultures pure; production des souches épithélioides HIEC-1 à 5 
Dispase/ 1 .5-5h 15-18 (3) quelques cellules épithéliales rapidement envahies par les 
fibroblastes 
Collagénase 
Pronase/ 1.5-5h 15-18 (3) quelques cellules épithéliales rapidement envahies par les 
fibroblastes 
Collagénase 
Dispase 2-5h 17-20 (8) (0-48h) plusieurs colonies mixtes ( Y2: Y, épithéliales et 
mésenchymateuses) 
(2j +) sénescence de la majorité des cellules épithéliales et 
croissance des cellules mésenchymateuses 
Thermolysine 2-5h 14-20 (16) a) colonies épithéliales 
b) colonies mixtes 
c) cellules non viables 
1 Les intestins grêles foetal âgés de 1 5 à 20 semaines ont été ouvert et coupé en fragments de 5X5 
mm. Les explants ont été lavés 2 fois dans du PBS avant la digestion enzymatique ou le grattage. 
2 La collagénase à été utilisée à une concentration de 1 OO ug/ml pour les premières 48 h, ensuite à 
20 ug/ml pour les 8 semaines suivantes 
') TABLEAU 5. Production de culture de cellules épithéliales intestinales humaines (HIEC) avec la thermolysine 1 
AGE (n) TEMPS SEGMENT RÉSULTATS 
17 991 1.5 distal colonies épithéliales 
18 992 5h distal colonies épithéliales 
15 993 3h distal pas de croissance 
20 994 2h distal colonies épithéliales 
20 994 5h distal épithéliales + mésenchymateuses 
20 994 o/n distal pas de croissance 
17 995 2h proximal épithéliales + mésenchymateuses 
17 995 5h distal épithéliales (souche HIEC-6) 
17 995 o/n distal pas de croissance 
19 996 5h distal pas de croissance 
19 999 5h distal épithéliales 
20 1004 3h distal épithéliales (souche HIEC-7) 
20 1004 3h proximal épithéliales + mésenchymateuses 
19 1007 3h distal épithéliales 
19 1007 5h distal pas de croissance 
17 1008 3h distal épithéliales (souche HIEC-8) 
17 1008 3h proximal épithéliales + mésenchymateuses 
17 1008 5h distal pas de croissance 
) 17 1008 5h proximal pas de croissance 
20 1009 3h distal mésenchymateuses 
20 1009 3h proximal mésenchymateuses 
20 1009 5h distal épithéliales + mésenchymateuses 
20 1009 5h proximal épithéliales + mésenchymateuses 
18 1011 3h proximal épithéliales + mésenchymateuses 
18 1011 3h distal épithéliales (souche HIEC-9) 
20 1013 3h distal épithéliales + mésenchymateuses 
19 1020 3h distal épithéliales (souche HIEC-10) 
16 1021 3h distal épithéliales + mésenchymateuses 
14 1022 3h p+d pas de croissance 
16 1024 3h distal pas de croissance 
17 1025 3h distal épithéliales (souche HIEC-11) 
16 1053 3h distal épithéliales + mésenchymateuses 
18 1086 3h distal épithéliales (souche HIEC-12) 
17 1087 3h distal épithéliales (souche HIEC-13) 
) 
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1.3 Méthodes enzymatiques 
1.3.1 Dispase/collagénase et pronase/collagénase 
Ces deux techniques enzymatiques n'ont permis d'obtenir 
que des cultures contenant très peu de colonies épithéliales. 
De plus, ces colonies étaient rapidement envahies par les 
fibroblastes. 
1.3.2 Dispase 
Suite à une dissociation avec la dispase, on observe de 
zéro à quarante-huit heures des colonies mixtes, c'est-à-dire 
des colonies composées de 50% de cellules épithéliales et de 
50% de cellules mésenchymateuses. Après quarante-huit heures, 
on note une sénescence des cellules épithéliales et une 
croissance des cellules mésenchymateuses. Après deux semaines, 
ces cultures sont essentiellement composées de cellules 
mésenchymateuses. 
1.3.3 Thermolysine 
La thermolysine comme agent dissociateur montre divers 
résultats dépendamment de l'âge des foetus, du temps 
d'incubation et le segment d'intestin utilisé (Tableau 5) . 
L'utilisation de segments distaux d'intestins de foetus âgé de 
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17-19 semaines avec une incubation de trois heures en présence 
de thermolysine, permet de visualiser dès vingt-quatre heures 
des colonies de type épithélioïdes. Ces cultures sont 
exemptes de fibroblastes. on observe dans les jours suivants 
une prolifération des cellules épi thélioïdes jusqu'à 
l'obtention d'une monocouche après environ un mois. Les autres 
cultures ne regroupant pas ces conditions spécifiques montrent 
pour certaines après vingt-quatre heures des colonies de 
cellules épi thélioïdes et qui dégénèrent dans les jours 
suivants. ou encore, toujours après vingt-quatre heures, des 
colonies mixtes composées de cellules épithéliales qui 
dégénèrent et de cellules mésenchymateuses qui prolifèrent 
dans les jours suivants. Ce qui résulte après deux semaines, 
en des cultures de cellules mésenchymateuses. 
2- Types de colonies obtenues suite au traitement à la 
thermolysine 
2.1 Colonies épithéliales non-viables 
Dans toutes les cultures obtenues avec un traitement de 
dissociation utilisant -1.a thermo.ly:sine, nous avons observé 
deux types de cultures. Tout d'abord comme premier type de 
colonies, on observe après vingt-quatre heures en culture des 
ilots de cellules épithéliales très condensées (fig. 2 A). Ces 
cellules après quarante-huit heures vont s'étaler mais aucune 
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Figure 2. Étude par microscopie à contraste de phase de 
l'évolution des colonies non-viables obtenues suite 
au traitement à la thermolysine. 
On observe des colonies de cellules épithéliales 
très condensées après 24 heures de culture (A). On 
note qu'après 48 heures (B) ces cellules s'étendent 
mais ne prolifèrent pas. Après 5 jours de culture 
(C), observe un début de dégénérescence cellulaire. 
Les cellules sont toutes décollées après 12 jours de 
culture (D) (grossissement 64X). 
) 
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croissance ne semble être observée (fig. 2 B). Après cinq 
jours de culture, un début de dégénérescence cellulaire est 
observée et on note toujours l'absence d'une croissance 
cellulaire (fig. 2 C}. Après douze jours de culture, toutes 
les cellules sont dégénérées et ont décollées de la surface du 
pétri (Fig.2 D). 
2.2 Colonies épithélioïdes viables 
Le deuxième type de colonies observées en est un de type 
épithélioïde, c'est-à-dire possédant des caractéristiques 
morphologiques apparentes aux cellules épithéliales. Après 
vingt-quatre heures (fig. 3 A), des colonies de cellules 
épithélioïdes sont observées ansi que la présence d'agrégats 
cellulaires au-dessus des colonies. Ces cellules après 
quarante-huit heures de culture (fig. 3 B) semblent montrées 
une croissance cellulaire et les cellules de l'agrégat qui 
n'ont pas adhérées sont sénescentes. Après douze jours (fig. 
3 C), on observe une nette croissance des cellules et la 
disparition de l'agrégat cellulaire. Après un mois , (fig 3 D) 
une monocouche de cellules possédant les caractéristiques 
morphologiques associées aux cellules épithéliales est 
obtenue. Les cellules ont une forme polygonale ainsi qu'un 
gros noyau central. 
39 
Figure 3. Étude par microscopie à contraste de phase de 
l'évolution des colonies viables obtenues suite au 
traitement à la thermolysine 
On observe des colonies de cellules de types 
épithélioïdes après 24 heures de culture (A). On 
note après 48 heures (B) un début de prolifération 
des cellules épithélioïdes. Après 12 jours de 
culture (C), les cellules prolifèrent toujours 
activement. Après 1 mois de culture (D), nous 
observons une monocouche de cellules possèdant les 
caractéristiques morphologiques des cellules 




3- Étude de l'expression de marqueurs permettant de déterminer 
l'origine des cellules isolées (HIEC) 
L'expression des différents marqueurs a été étudiée en 
immunofluorescence sur des coupes de jéjunums humains de 18 
semaines et en comparaison avec les cellules HIEC. 
L'expression de certains marqueurs a aussi été vérifiée 
par transfert Western de façon comparative sur un jéjunum 
humain total de 18 semaines, les cellules Caco-2, les cellules 
HIM et les cellules HIEC. 
3.1 Facteur VIII 
En immunofluorescence dans le tissu (fig. 4 A), on 
observe que le marquage se si tue au ni veau des cellules 
endothéliales des vaisseaux sanguins de la lamina propria. Il 
n'y a aucun marquage au niveau de l'épithélium intestinal. 
Dans les cellules HIEC (fig. 4 B) le facteur VIII est 
absent puisque l'on n'observe aucune expression du marqueur 
dans le cytoplasme des cellules. 
3.2 cytokératines 
Une large proportion du cytoplasme des cellules de 
vertébrés possède un cytosquelette composé de divers types de 
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Figure 4. Immunodétection du facteur VIII dans le jéjunum de 
18 semaines ainsi que dans les cellules HIEC. 
Le facteur VIII à été détecté par immunofluorescence 
indirecte sur des sections de jéjunum de 18 semaines 
(A) et sur des cellules HIEC nouvellement 
confluentes (B). 
Le marquage dans le tissu se situe au niveau des 
vaisseaux sanguins de la lamina pro pria. Aucune 






filaments: microfilaments d'actine, microtubules de tubuline 
et des filaments intermédiaires. Parmi les filaments 
intermédiaires, il y a les cytokératines qui sont des 
marqueurs spécifiques aux cellules épithéliales. Certaines de 
ces cytokératines sont exprimées spécifiquement dans 
l'épithélium intestinal. Nous avons donc étudié l'expression 
de ces cytokératines intestinales sur les cellules HIEC. 
Dans le tissu en immunofluorescence, on observe que pour 
les cytokératines 8 (fig. 5 A}, 18 (fig. 5 C), 21 (fig. 5 G), 
le marquage se situe uniquement au niveau de l'épithélium 
intestinal le long de l'axe crypte-villosité. Le marquage 
varie d'intensité selon les cytokératines. Ainsi la 
cytokératine 18 est très fortement exprimée comparativement 
aux cytokératines 8 et 21. Le patron de marquage de la 
cytokératine 19 (fig. 5 E) est différent des trois autres. 
L'expression de la 19 est retrouvée au niveau de l'épithélium 
intestinal de façon différentielle le long de l'axe crypte-
villosité. Ainsi dans le tiers inférieur des cryptes, on 
retrouve un faible marquage des cellules épithéliales. Dans 
les deux tiers supérieurs de la crypte et au ni veau de la 
villosité, ce sont uniquement les cellules à mucus qui 
expriment fortement la cytokératine 19. 
Par immunofluorescence, on observe le marquage typique de 
la cytokératine 8 dans les cellules HIEC (fig. 5 B). On note 
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Figure 5. Inununodétection des cytokératines 8, 18, 19 et 21 
dans le jéjunum de 18 semaines ainsi que dans les 
cellules HIEC. 
Les cytokératines ont été détectées par 
inununofluorescence indirecte sur des sections de 
jéjunum de 18 semaines {A, c, E et G) et sur des 
cellules HIEC nouvellement conf luentes 
{B, D, F et H) • 
Dans le tissu, on observe l'expression des diverses 
cytokératines au niveau de l'épithélium intestinal. 
Dans les cellules HIEC, l'expression des 
cytokératines est retrouvée au niveau des filaments 
intermédiaires du cytosqulette. 
A et B cytokératine 8 
c et D cytokératine 18 
E et F cytokératine 19 
G et H cytokératine 21 
A, c, E et G 118X 




la présence de filaments et de protofilaments à l'intérieur du 
cytoplasme, surtout en périphérie de la cellule. Pour les 
cytokératines 18 (fig. 5 D) et 21 (fig. 5 R) le marquage est 
retrouvé dans tout le cytoplasme au niveau des filaments du 
cytosquelette des cellules. L'expression de la cytokératine 19 
dans les cellules RIEC est très restreinte (fig. 5 F). On 
n'observe qu'une très faible population de cellules marquées 
au niveau de leur cytosquelette. 
L'expression des différentes cytokératines a été vérifiée 
par transfert Western. Pour les cytokératines 8 (fig. 6), 18 
(fig 7) et 21 (fig.9), on observe une bande correspondant à la 
protéine dans les cellules RIEC (puits 1) l'intestin (puits 
3) et les cellules Caco-2 (puits 4) • Aucune cytokératine n'est 
observée dans les cellules RIM (puits 2). Les poids 
moléculaires observés sont de 53 kDa pour la cytokératine 8, 
de 4 7 kDa pour la cytokératine 18 et de 4 9 kDa pour la 
cytokératine 21. La cytokératine 21 est à la limite de la 
détection dans les cellules RIEC. Pour la cytokératine 19 
(fig. 8), une bande de 42,5 kDa qui correspond à la protéine 
est observée dans les cellules Caco-2 et à la limite de la 
détection dans l'intestin. Il est à noter la présence d'une 
bande de poids moléculaire de 64 kDa, sur la membrane de la 
cytokératine 21, dans les cellules RIEC (puits 1) ainsi que 
dans les cellules RIM (puits 2) . Par comparaison avec d'autres 
membranes (non montré) , nous pouvons établir que cette 
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Figure 6. Détection de la cytokératine 8 par transfert Western 
dans les cellules HIEC. 
Détection de la cytokératine 8 par transfert 
Western. L'anticorps reconnaît une bande de 53 kDa 
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Figure 7. Détection de la cytokératine 18 par transfert 
Western dans les cellules HIEC. 
Détection de la cytokératine 18 par transfert 
Western. L'anticorps reconnait une bande de 47 kDa 
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Figure 8. Détection de la cytokératine 19 par transfert 
Western dans les cellules HIEC. 
Détection de la cytokératine 19 par transfert 
Western. L'anticorps reconnaît une bande de 42, 5 kDa 
dans les pistes 3 et 4 (limite de la détection pour 
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Figure 9. Détection de la cytokératine 21 par transfert 
Western dans les cellules HIEC. 
Détection de la cytokératine 21 par transfert 
Western. L'anticorps reconnait une bande de 49 kDa 
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protéine correspond à la vimentine. La présence de cette bande 
serait due à une réaction croisée de la cytokératine 21 avec 
la vimentine. De plus, il est démontré que l'expression de la 
vimentine par des cellules épithéliales transformées ou non, 
est due à une adaptation de celles-ci à la culture in vitro 
(PAINES et al. 1992; SOMMERS et al, 1992). 
3.3 MIM 1/39 
Le MIM 1/39 est un anticorps qui reconnait la protéine GP 
300 retrouvée dans les grains de sécrétion des cellules 
cryptales de l'intestin. En immunofluorescence dans le tissu 
(non montré), on observe un marquage granulaire restreint 
uniquement aux cellules épithéliales de la crypte avec un 
gradient décroissant vers la jonction crypte-villosité. Le 
marquage se situe du côté luminal des cellules ainsi que du 
côté basal. En immunofluorescence, on note un marquage 
granulaire cytoplasmique dans les cellules HIEC (non montré). 
L'expression du MIM 1/39 a été vérifiée par transfert 
Western (fig. 10). On observe une bande de 300-310 kDa 
correspondant à la protéine dans les cellules HIEC ("puits 1) 
et dans l'intestin {puits 3). La protéine est absente dans les 
cellules HIM {puits 2) et dans les cellules Caco-2 {puits 4). 
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Figure 10. Détection du MIM 1/39 par transfert Western dans 
les cellules HIEC. 
Détection de la protéine GP 300 reconnue par 
l'anticorps MIM 1/39 par transfert Western. 
L'anticorps reconnaît une bande de 300-310 kDa dans 
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3.4 Protéines de jonctions cellulaires 
Une propriété des cellules épithéliales est leur capacité 
de former des jonctions entre elles. Il existe différents 
types de jonctions cellulaires, par exemple les zonula 
occludens (tight-junction) et les desmosomes. Les protéines 
qui composent ces jonctions peuvent être détectées à l'aide de 
divers anticorps. 
3.4.1 Desmosomes et zonula occludens 
En immunofluorescence, on note que l'expression des 
desmosomes est située uniquement au niveau de l'épithélium 
intestinal dans le tissu (fig. 11 A). Les cellules 
épithéliales montrent un marquage au niveau de la membrane 
latérale. Pour les zonula occludens (non montré), le marquage, 
beaucoup plus faible que pour les desmosomes, se situe 
uniquement au niveau de l'épithélium. L'expression de la 
protéine est retrouvée à la membrane latérale près de la 
région luminale et forme une ceinture autour de la cellule. 
En immunofluorescence on observe pour les desmosomes dans 
les cellules HIEC (fig. 11 B) et les zonula occludens (non 
montré), l'expression des protéines au niveau du cytoplasme 
des cellules. Les protéines ne se localisent pas au niveau 
latéral de la membrane plasmique où elles devraient être 
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Figure 11. Imrnunodétection d'une protéine desmosomale dans le 
jéjunum de 18 semaines ainsi que dans les cellules 
HIEC. 
La protéine desmosomale est détectée par 
imrnunofluorescence indirecte sur des sections de 
jéjunum de 18 semaines (A) et sur des 
cellules HIEC nouvellement confluentes (B) . 
Dans le tissu, on observe l'expression de la 
protéine desmosomale au niveau de la membrane 
latérale des cellules de l'épithélium intestinal. 
Dans les cellules HIEC, on observe l'expression de 







Figure 12. Détection d'une composante de la zonula occludens 
par transfert Western dans les cellules HIEC. 
Détection d'une protéine composant la zonula 
occludens reconnue par l'anticorps 172-5 #5 par 
transfert Western. L'anticorps reconnaît une bande 
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situées et ce malgré les différents fixateurs utilisés 
(éthanol, méthanol, paraformaldéhyde). Il est à noter que nous 
avons observé que plus la culture est jeune (i.e faible 
passage), plus les protéines tendent à se localiser au niveau 
de la membrane cellulaire. 
L'expression des zonula occludens a été vérifiée en 
transfert western (fig. 12). On observe une bande de 150 kDa, 
correspondant à une protéine composant la zonula occludens, 
dans les cellules HIEC (puits 1), dans l'intestin (puits 3) et 
dans les cellules Caco-2 (puits 4). La protéine est absente 
dans les cellules HIM (puits 2). 
4- Étude de l'expression de marqueurs associés à l'état 
fonctionnel de la cellule 
4.1 Enzymes de la bordure en brosse 
Les enzymes de la bordure en brosse sont des marqueurs 
exprimés chez les cellules ayant acquises un certain niveau de 
maturité. Ces marqueurs représentent l'état fonctionnel de la 
cellule. 
4.1.1 Sucrase-isomaltase, lactase, aminopeptidase N et 
dipeptidylpeptidase IV 
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Figure 13. Imrnunodétection de la sucrase, lactase et 
aminopeptidase N dans le jéjunum de 18 semaines 
ainsi que dans les cellules HIEC. 
Les trois enzymes de la bordure en brosse ont été 
détectées par imrnunof luorescence indirecte sur des 
sections de jéjunum de 18 semaines (A, c et E) et 
sur des cellules HIEC confluentes depuis cinq jours 
(B, D et F). 
Dans le tissu, on observe l'expression de la sucrase 
et de l'aminopeptidase N au niveau de la bordure en 
brosse de l'épithélium intestinal uniformément le 
long de l'axe crypte-villosité. La lactase est 
exprimée au niveau de la bordure en brosse de la 
villosité seulement. Dans les cellules HIEC, 
l'expression des protéines de la lactase et de 
l' amininopeptidase N est retrouvée au ni veau du 
cytoplasme. La sucrase n'est pas exprimée dans les 
cellules HIEC. 
A -et B 
C et D 
sucrase 
lactase 
E et F aminopeptidase N 
A, C et E 118X 
B, D et F 470X 
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Dans le tissu en immunofluorescence, on observe que la 
sucrase-isomaltase est très fortement exprimée au niveau de la 
bordure en brosse de l'épithélium intestinal, uniformément le 
long de l'axe crypte-villosité (fig. 13 A). La lactase est 
exprimée au niveau de la bordure en brosse de la villosité 
seulement (fig. 13 C). Son expression est beaucoup plus faible 
que la sucrase-isomaltase. L'aminopeptidase N (fig. 13 E) et 
la dipeptidylpeptidase IV (non montré) sont exprimées au 
niveau de la bordure en brosse uniformément le long de l'axe 
crypte-villosité. Les deux enzymes sont moins fortement 
exprimées que la sucrase-isomaltase. 
En immunofluorescence, on note que la sucrase-isomaltase 
n'est pas exprimée dans les cellules HIEC (fig. 13 B). on 
retrouve en faible quantité la lactase (fig. 13 C) et 
l'aminopeptidase N (fig. 13 F). Les deux protéines sont 
exprimées au niveau du cytoplasme des cellules mais elles ne 
sont pas localisées sur la membrane cellulaire. L'expression 
de la dipeptidylpeptidase IV (non montré) n'est pas 
concluante, puisque parfois elle est très faiblement exprimée 
dans le cytoplasme, et parfois elle est absente. 
5- Étude de l'expression d'un marqueur associé aux cellules 
prolifératives 
Le marqueur KI-67 reconnaît son antigène dans le noyau 
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des cellules en prolifération. ce marqueur permet de 
déterminer si les cellules isolées sui vent un patron normal de 
prolifération. 
En immunofluorescence dans le tissu (fig 14 A), 
l'expression de KI-67 est retrouvée au niveau des noyaux des 
cellules épithéliales prolifératives, c'est-à-dire dans les 
deux tiers inférieurs de la crypte. De plus, on observe 
quelques cellules marquées au niveau de la muscularis mucosae. 
En immunofluorescence dans les cellules HIEC. A confluence, on 
observe seulement quelques cellule qui expriment fortement le 
marqueur nucléaire (fig. 14 B). On note chez les cellules 
prolifératives (i.e. sous-confluente)un plus grand nombre de 
cellules marquées (non montré) • 
58 
Figure 14. Immunodétection de KI-67 dans le jéjunum de 18 
semaines ainsi que dans les cellules HIEC. 
L'antigène nucléaire est détectée par l'anticorps 
KI-67 en inununofluorescence indirecte sur des 
sections de jéjunum de 18 semaines (A) et sur des 
cellules HIEC nouvellement confluentes (B) . 
Dans le tissu, on observe l'expression de KI-67 au 
niveau des noyaux des cellules prolifératives des 
deux tiers inférieurs de la crypte. Dans les 
cellules HIEC, confluentes depuis trois jours, on 
observe seulement quelques cellules qui expriment le 





IV DISCUSSION ET CONCLUSION 
1- Comparaison de l'efficacité des diverses méthodes 
d'isolement de cellules épithéliales intestinales humaines 
Depuis plusieurs années, un grand nombre de groupes de 
recherche tentent de développer des méthodes permettant 
d'obtenir des cultures de cellules épithéliales intestinales. 
La difficulté majeure rencontrée est le maintien d'une 
prolifération adéquate des cellules isolées (KÉDINGER et al., 
1987). Quelques techniques se sont avérées efficaces dans 
l'obtention de ces cultures chez les rongeurs, en particulier 
chez le rat (QUARONI et MAY, 1980; NÉGREL et al., 1983; EVANS 
et al. , 1992) • Par contre jusqu'à maintenant, aucune technique 
n'a permis d'obtenir les mêmes résultats chez l'humain. Le 
nombre de générations cellulaires, chez les cultures de 
cellules épithéliales humaines, est très inférieur à celles 
obtenues chez les cultures cellulaires qui originent du rat 
(HAYFLICK et MOORHEAD, 1961). Cette grande différence pourrait 
expliquer en partie la difficulté d'obtenir et de maintenir en 
culture des souches isolées d'intestin humain. 
Malgré ces difficultés, la production de souches 
cellulaires dérivées de l'épithélium intestinal humain normal 
est essentielle pour comprendre les mécanismes impliqués dans 
la prolifération, la différenciation et la migration 
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cellulaire. Nous avons donc fait l'étude de l'efficacité de 
diverses méthodes d'isolement dans le but d'obtenir des 
cultures de cellules épithéliales à partir de l'intestin 
foetal humain. 
Tout d'abord, la méthode mécanique que nous avons 
utilisée nous permet d'obtenir des cultures primaires, mais 
les cellules ne sont pas viables à long terme. Donc l'intérêt 
pour cette méthode, selon nos objectifs, est grandement 
diminué. 
Une seconde méthode utilisée est l'application de la 
technique mise au point pour l'établissement de la souche 
IEC-6 (QUARONI et MAY, 1980). Celle-ci met en pratique une 
dissociation mécanique suivie d'une dissociation enzymatique 
à la collagénase. Nous avons obtenu, avec cette technique, des 
souches de cellules épithéliales intestinales viables pendant 
plusieurs passages (HIEC-1 à HIEC-5). Le problème rencontré 
avec cette technique est la petite quanti té de cellules 
produites suite à la dissociation. Le temps d'obtenir assez de 
matériel pour effectuer diverses études, les cellules isolées 
à l'aide de cette technique ont déjà atteint quinze à vingt 
générations cellulaires. A ce stade, Jeur utilisation pour fin 
d'expérimentation devient donc très restreinte. 
Les techniques enzymatiques qui utilisent les 
combinaisons d'enzymes tels que pronase/collagénase (GIBSON et 
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al., 1989; BENYA et al, .1991) et dispase/collagénase (EVANS 
et al., 1992) se sont avérées inefficaces dans l'isolement de 
cellules épithéliales provenant de l'intestin grêle humain. 
Les cultures obtenues avec ces traitements sont composées 
principalement de cellules mésenchymateuses. 
L'utilisation de la dispase (VIDRICH et al., 1987) comme 
enzyme dissociateur donne des cultures mixtes. De très beaux 
ilots de cellules épithéliales sont observés avec ce 
traitement après vingt-quatre heures de culture. Par contre, 
en périphérie de ces ilots, on observe la présence de cellules 
mésenchymateuses. Les cellules mésenchymateuses possèdent une 
croissance beaucoup plus rapide que les cellules épithéliales. 
Ainsi après quarante-huit heures de culture, les cellules 
mésenchymateuses commencent à proliférer et vont envahir 
complètement les cellules épithéliales à court terme. Il 
existe des méthodes pour ralentir la croissance des cellules 
mésenchymateuses. Par exemple l'utilisation de faible 
concentration de sérum (EVANS et al., 1992) permet de ralentir 
considérablement la croissance des ces cellules sans affecter 
celle des cellules épithéliales. Le fait que la culture ne 
soit pas composée uniquement de cellules épithéliales 
représente un obstacle majeur dans l'étude de la prolifération 
et de la différenciation des cellules épithéliales 
intestinales, puisque certains facteurs ou interactions avec 
les cellules mésenchymateuses peuvent interférer et biaiser 
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les résultats obtenus. I 1 a été démontré que des facteurs 
paracrines pouvant stimuler la prolifération et la 
différenciation sont issus des fibroblastes, et que ces 
facteurs agissent de façon spécifique sur les cellules 
épithéliales (HAFFEN et al., 1987). Donc, ces cultures ne 
répondent pas aux objectifs que nous avons établis. 
Une dernière technique de dissociation enzymatique 
testée est la thermolysine. La thermolysine est surtout 
utilisée pour obtenir des cultures de peau pour le traitement 
des grands brülés (WALZER et al., 1989; GERMAIN et al., 1993). 
Elle permet de dissocier l'épiderme du derme avec un minimum 
d'altération à l'intégrité des cellules de l'épiderme. Puisque 
les cellules intestinales sont très sensibles aux dommages qui 
peuvent être causés à leur intégrité cellulaire lors de la 
dissociation, l'utilisation de la thermolysine s'avère être 
une alternative intéressante. Nous avons effectué de 
nombreuses expériences avec la thermolysine en faisant varier 
de nombreux paramètres, afin de déterminer les condi tiens 
idéales pouvant mener à la production de souches cellulaires 
dérivées de l'épithélium intestinal humain. 
Nous avons observé que les foetus de jeune âge ainsi 
que des incubations de longue durée, c'est-à-dire excédant 
cinq heures, donnent invariablement des cultures non 
viables. Probablement que l'organisation cellulaire chez les 
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foetus de bas âge ne permet pas d'avoir accès aux cellules 
prolif érati ves. Sachant que le si te d'action de la 
thermolysine se situe probablement au niveau de la lame basale 
(peut-être sur la laminine ou la fibronectine) (WALZER et al., 
1989), et que la composition de la lame basale varie durant 
l' organogénèse de l'intestin grêle (BEAULIEU et al., 1991) , on 
peut supposer que les cellules en état de prolifération sont 
résistantes à la thermolysine à certains stades du 
développement. Ainsi, les cellules qui se détachent sont 
celles qui ne sont plus prolifératives donc non viables en 
culture. Pour ce qui est du temps d'incubation, même si la 
thermolysine est une méthode de dissociation douce, une longue 
incubation ne peut qu'entrainer des bris au niveau de 
l'intégrité cellulaire. Ce qui donne des cellules incapables 
de proliférer et parfois même d'adhérer. 
L'utilisation de segments proximaux et/ou de foetus âgés 
de vingt semaines nous donne des cultures mixtes (à 
l'exception d'un vingt semaines qui a donné la souche HIEC-
7). Ces cultures après vingt-quatre heures sont moitiés 
mésenchymateuses moitié épithéliales. Dans les jours 
suivants, les cellules mésenchymateuses envahissent toute la 
culture. Nous savons que les foetus de vingt semaines sont 
très avancés dans le développement et que le segment proximal 
est plus développé que le segment distal chez l'intestin 
grêle. Les récentes observations avec l'anticorps MIM 1/130, 
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qui marque la lame basale sous l'épithélium, suggèrent qu'il 
existe une association de l'épithélium avec la matrice 
interstitielle (CALVERT et al., 1994). Ces interactions entre 
l'épithélium et la matrice pourraient être plus fortes chez 
les foetus avancés dans le développement. On peut ainsi 
supposer que les interactions entre les cellules épithéliales 
de la crypte et le feuillet péricryptal sous-jacent, composé 
des myofibroblastes, sont plus forte chez les foetus plus 
âgés. Ainsi lors de la dissociation, les cellules épithéliales 
pourraient rester attachées au feuillet péricryptal. Ceci 
expliquerait la présence des cellules mésenchymateuses dans la 
culture. 
Les conditions optimales que nous avons établies 
permettent d'obtenir des cultures de cellules épithéliales 
exemptes de fibroblastes. L'utilisation de segments distaux 
d'intestins grêles de foetus âgés de 17-19 semaines en 
présence de 50 µg/ml de thermolysine trois heures à 37°c a 
permis d'établir huit souches sur huit cultures (Fig. 15). 
Cette reproducti vi té est un des grands avantages de cette 
méthode de dissociation. Une des explications de l'efficacité 
de la technique est la __ grande - quantité de cellules 
épithéliales qu'elle dissocie. Nous savons que les cellules 
épithéliales intestinales survivent et prolifèrent beaucoup 
mieux lorsqu'elles sont regroupées en ilots de quelques 
cellules. La thermolysine détache les cellules épithéliales 
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par plaque de quinze à vingt cellules, ce qui permet aux 
cellules de maintenir certaines interactions importantes pour 
leur survie. De plus, la grande quantité de cellules produites 
apporte un autre élément positif, 
rapidement assez de cellules 
en permettant d'obtenir 
pour effectuer des 
expérimentations. on peut donc travailler avec des cellules de 
faibles générations cellulaires, ce qui augmente l'intérêt 
pour cette technique. De plus, ces souches peuvent être 
maintenues longtemps en culture, jusqu'à vingt passages. 
Aucune contamination par les fibroblastes n'est observée, ce 
sont des cultures pures de cellules épithélioïdes. 
Dans les cultures obtenues avec la thermolysine, on 
observe deux types de colonies. Tout d'abord, on note la 
présence de colonies non-viables qui disparaissent de la 
culture en une dizaine de jours. Ces cellules sont 
probablement issues de la villosité. Ce sont donc des cellules 
pleinement différenciées, non prolif érati ves et avec une 
espérance de vie très courte puisqu'elles ont certainement 
entrepris leur processus d'apoptose. Les autres colonies 
obtenues sont celles qui forment la culture finale. Ces 
cellules_sont probablement isolées de la région àes deux tiers 
inférieurs de la crypte. Ces cellules sont très prolifératives 
et peu différenciées. 
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2- Origine des cellules HIEC 
Afin de déterminer si les cellules HIEC étaient bien 
d'origine épithéliale, nous avons vérifié la présence ou 
l'absence de divers marqueurs associés à ce type cellulaire. 
Tout d'abord, nous avons vérifié si les cellules HIEC 
exprimaient le facteur VIII. Comme on peut observer dans le 
tissu, le facteur VIII est exprimé exclusivement au niveau des 
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, et est absent 
de l'épithélium. Les cellules HIEC n'expriment pas le facteur 
VIII. On peut donc éliminer la possibilité que les cellules 
HIEC sont des cellules endothéliales. 
Les cytokératines sont des filaments intermédiaires 
caractéristiques des cellules épithéliales (MOLL et al., 
1982). Entre autre la cytokératine 21 est spécifique à 
l'épithélium intestinal. Comme on peut observer en 
immunofluorescence dans le tissu, les cytokératines testées 
marquent seulement l'épithélium intestinal. On détecte la 
présence des cytokératines 8, 18 et 21 au niveau du 
cytosquelette des cellules HIEC en immunofluorescence. Pour 
ces trois cytokératines_en transfert Western, on observe une 
bande corespondant aux poids moléculaires qui ont été 
déterminés par d'autres groupes de recherche (MOLL et al,1982; 
MOLL et al., 1993). Ceci suggère déjà fortement l'origine 
épithéliale des cellules HIEC. Les cellules HIEC ne semblent 
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pas exprimer la cytokératine 19. Probablement que la 
population de cellules exprimant la cytokératine 19 est trop 
faible pour être détectée en transfert Western. Ceci 
correspond bien aux résultats qui ont été observés en 
immunofluorescence. 
Afin d'appuyer ces résultats, nous avons vérifié la 
présence de jonction cellulaire chez les cellules HIEC. La 
formation de jonctions intercellulaires est aussi une 
caractéristique des cellules épithéliales. Les zonula 
occludens, par exemple, sont des jonctions intercellulaires 
hautement dynamiques qui jouent un rôle important dans la 
structure et les fonctions normales des cellules épithéliales 
(STEVENSON et al., 1986). Les cellules HIEC expriment une 
protéine desmosomale ainsi qu'une protéine qui correspond aux 
zonula occludens au niveau du cytoplasme. Pour des raisons 
encore obscures, les deux protéines ne se localisent pas en 
périphérie de la cellule. On peut supposer que les cellules 
subissent certaines modifications lorsqu'elles sont maintenues 
un certain temps en culture, puisque nous avons observé que 
les protéines de jonction tendent à se localiser en périphérie 
chez les cultures jeunes de trois à quatre passages. De plus 
en transfert Western pour les zonula occludens, on note une 
bande de 150 kDa correspondant au poids moléculaire de la 
protéine reconnue par cet anticorps tel que démontré par 
immunoprécipitation (BEAULIEU et al., non publié). 
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Le MIM 1/39 est localisé dans le cytoplasme apical des 
cellules indifférenciées de la crypte. Plus spécifiquement, il 
reconnait la protéine GP 300 dans les granules de sécrétion 
des cellules cryptales de l'intestin grêle (BEAULIEU et al., 
1993; CALVERT et al., 1993) . Le fait que ce marqueur est 
associé uniquement à 







marqueur, sont bien d'origine épithéliale. De plus, le poids 
moléculaire de la bande observée en transfert Western 
correspond à celui rapporté (CALVERT et al., 1993). 
3- État fonctionnel des cellules HIEC 
La première évidence d'une différenciation entérocytaire 
est la présence d'une bordure en brosse apicale et des enzymes 
de types hydrolases associées à cette bordure en brosse 
(CZERNICHOW et al., 1989). Les enzymes de la bordure en brosse 
ont longtemps été considérées comme des marqueurs de 
différenciation exprimés exclusivement par les cellules de la 
villosité (NORDSTROM et al., 1967). Récemment, la présence de 
marqueurs précoces de différenciation a été démontrée dans les 
cellules faiblement différenciées de la crypte démontrant 
ainsi que ces cellules possèdent un certain niveau de 
polarisation (GORVEL et al., 1986; MAROUX et al. , 1988; 
BEAULIEU et al.,1989; BEAULIEU et QUARONI, 1990). La sucrase-
isomaltase, la lactase-phlorizine hydrolase, l'aminopeptidase 
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N et la dipeptidylpeptidase IV sont des enzymes retrouvées 
systématiquement dans les cellules épithéliales de l'intestin 
grêle humain (HAURI et al., 1985; GORVEL et al., 1991). Nous 
avons vérifié si les cellules HIEC exprimaient certaines de 
ces enzymes afin de démontrer que les cellules HIEC possèdent 
déjà les caractéristiques fonctionnelles des cellules 
entérocytaires. 
Nous observons la présence de certaines hydrolases chez 
les cellules HIEC. On retrouve la protéine de la lactase et 
l'aminopeptidase N dans le cytoplasme des HIEC. Par contre, 
les deux protéines ne sont pas localisées au niveau de la 
membrane cellulaire. La sucrase n'est pas exprimée dans les 
cellules HIEC. La présence de la dipeptidylpeptidase IV reste 
à être confirmée puisque les résultats obtenus en 
immunofluorescence sont ambivalents. La DPPIV pourrait être 
exprimée au seuil de la détection seulement, ce qui 
expliquerait les réponses parfois faiblement positives 
d'autres fois négatives. L'expression de certains marqueurs 
par les cellules HIEC laisse supposer que les cellules ont un 
potentiel de différenciation puisqu'elles possèdent des 
protéines ou_facteurs associés à l'état fonctionnel. A ce 
point les HIEC semblent présenter un avantage sur les cellules 
intestinales de rat IEC-6 (QUARONI et MAY, 1980) qui expriment 
très peu de marqueurs associés à la différenciation 
entérocytaire. 
4- Étude sur l'état normal des cellules HIEC et de leur 
origine au niveau de l'axe crypte-villosité 
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Le marqueur KI-67 reconnait un antigène nucléaire présent 
dans les cellules prolifératives, mais absent dans les 
cellules quiescentes. Dans la muqueuse intestinale, le 
marqueur est retrouvé dans les cellules absorbantes de la 
crypte. Il est absent des cellules de Paneth et des cellules 
entéroendocrines (GERDES et al., 1983; GERDES et al., 1984). 
Le marqueur KI-67 a été mis au point afin de déterminer la 
proportion de cellules prolifératives dans les tumeurs. La 
croissance d'une tumeur est déterminée par le rapport entre la 
population de cellules prolifératives et la population de 
cellules en arrêt de prolifération (PORSCHEN et al., 1991). 
Dans notre cas, nous avons utilisé ce marqueur afin de 
déterminer si les cellules HIEC suivent un patron de 
prolifération normal. Puisque les cellules isolées qui sont en 
état de prolifération active semblent être plus nombreuses à 
exprimer le marqueur nucléaire, par rapport aux cellules 
quiescentes (i.e. confluentes), ceci suggère que les cellules 
isolées suivent un patron de prolifération normal. 
Déjà avec les informations obtenues, on peut supposer que 
les cellules isolées proviennent de la région de la crypte. Le 
MIM 1/39 qui reconnait les granules de sécrétion des cellules 
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cryptales est un bon indice de l'origine des cellules HIEC. De 
plus, le fait que les cellules n'expriment pas tous les 
marqueurs fonctionnels démontre l'état peu différencié des 
cellules HIEC. Ceci est un autre indice confirmant l'hypothèse 
de l'origine cryptale des cellules HIEC. 
Nous avons vérifier dernièrement la présence du 
prote-oncogène Bcl-2, afin d'appuyer l'hypothèse de 
l'origine cryptale des cellules HIEC. Le prote-oncogène Bcl-2 
est retrouvé dans les mitochondries et dans d'autres 
compartiments des cellules résistantes à la mort cellulaire 
programmée (apoptose) (HOCKENBERY et al., 1991; RUOSLATHI et 
REED, 1994; FRISCH et FRANCIS, 1994). Dans l'intestin grêle, 
on retrouve des cellules Bcl-2 positives au niveau de la demie 
inférieure des cryptes (HOCKENBERY et al., 1991), c'est-à-dire 
probablement dans la région des cellules souches et des 
cellules filles. Puisque les cellules HIEC répondent 
positivement à Bcl-2 en immunofluorescence (non montré), ceci 
vient supporter l'hypothèse de l'origine cryptale des cellules 
que nous avons isolées. Nous savons par définition qu'une 
cellule ne peut plus être cellule souche lorsqu'elle est 
dissociée de son microenvironnement._ Donc, on peut supposer 
que les cellules HIEC sont des cellules filles issues de la 
division des cellules souches ou d'autres cellules filles. Les 
cellules filles ont subi l'influence de divers facteurs 
intercellulaires et extracellulaires, ce qui en fait des 
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cellules déterminées. La présence du proto-oncogène Bcl-2 
pourrait expliquer en partie l'excellente survie des cellules 
HIEC en culture. 
5- Conclusion 
L'étude et la compréhension des mécanismes cellulaires 
et moléculaires impliqués dans la différenciation et la 
prolifération des cellules intestinales ont jusqu'à 
maintenant été grandement ralenties par l'absence de souches 
cellulaires dérivées de l'épithélium intestinal humain. Notre 
objectif premier était la mise au point d'une technique 
reproductible permettant d'obtenir des cultures de cellules 
épithéliales intestinales exemptes de fibroblastes. 
La plupart des techniques utilisées avaient été mises au 
point chez les rongeurs. La majorité de ces techniques, avec 
l'intestin foetal humain, donnent des cultures mixtes. Une 
seule technique utilisée chez le rongeur (la technique pour 
les IEC-6; QUARONI et MAY, 1980) permet d'obtenir des cultures 
de cellules épithéliales humaines exemptes de fibroblastes. Le 
nouveau problème rencontré avec ces cultures d'origine _humaine 
est que leur nombre de générations cellulaires est très 
inférieur a celui des culture provenant du rat. Ainsi, le 
temps d'obtenir assez de cellules pour effectuer des 
expérimentations, celles-ci ont déjà atteint quinze à vingt 
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générations cellulaires et leur utilisation est maintenant 
très restreinte. 
La thermolysine est une technique de dissociation qui 
n'a jamais été utilisée chez le rongeur. Cette technique est 
fréquemment employée pour la dissociation de l'épiderme du 
derme dans le but d'effectuer des cultures de peaux. Nous 
avons donc vérifié l'efficacité de la thermolysine dans la 
dissociation de l'épithélium intestinal humain. Les résultats 
obtenus sont extrêmement intéressants. Nous avons établi 
plusieurs souches épithéliales exemptes de fibroblastes à 
l'aide de cette technique. Nous avons noté que la technique 
était reproductible à 100% (n = 8) lorsque nous utilisons le 
segment distal d'intestin de foetus âgé de 17-19 semaines avec 
une incubation de trois heures en présence de 50 µg/ml de 
thermolysine. Un autre avantage de cette technique est que les 
cellules peuvent être utilisées rapidement après leur 
isolement grâce au grand nombre de cellules produites lors de 
la dissociation. 
L'origine épithéliale des cellules HIEC a été démontrée 
à l'aide da_plusieurs marqueurs tels que les cytokératines 8, 
18 et 21, le MIM 1/39 ainsi que certaines protéines de 
jonction (zonula occludens et desmosomes). Comme il a été 
démontré, par comparaison avec le tissu, ces marqueurs sont 
bien associés uniquement à l'épithélium intestinal. 
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L'expression de marqueurs tels que l'APN et la lactase 
démontre que les cellules HIEC possèdent certains aspects 
fonctionnels. Ceci suggère que les HIEC pourraient être 
induites à se différencier. si ce dernier point s'avère exact, 
les applications pour ce modèle cellulaire seront très 
intéressantes, puisqu'il s'agirait 







comprendre les mécanismes fondamentaux inhérents aux cellules 
épithéliales intestinales pourraient être finalement 
entreprises. 
Certains marqueurs tels que le MIM 1/39 et Bcl-2 tendent 
à démontrer que les HIEC origineraient des cellules 
épithéliales de la demie inférieure de la crypte. On peut 
supposer que ce sont des cellules filles, c'est-à-dire des 
cellules issues de la première division des cellules souches. 
Ces cellules ne sont plus souches puisqu'elles ont été 
soumises à l'action de signaux extracellulaires ce qui en fait 
des cellules déterminées. Par contre elles seraient toujours 
résistantes à la mort cellulaire programmée, comme le démontre 
l'expression de Bcl-2. 
Les ouvertures qu'apportent cette technique sont très 
grandes. Tout d'abord, le simple fait d'avoir enfin des 
cultures de cellules épithéliales intestinales humaines 
normales permet de combler un besoin. Ceci pourrait rendre 
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les recherches reliées à l'intestin humain plus facile. Leur 
potentiel d'application est déjà très intéressant. Plusieurs 
études pourraient être effectuées, par exemple, sur le 
transport membranaire ou encore sur les mécanismes impliqués 
dans la carcinogénèse. Des études sur le potentiel de 
différenciation du modèle sont présentement en cours. Si les 
HIEC arrivent à se différencier pleinement, alors les 
applications seront très nombreuses. 
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